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endufucanases et procede les mettant en oeuvre pour la preparation des fuco- 
oligosaccharides a partir des fucanes, bacterie productrice des endofucanases 
et applications des fuco-ol igosaccharides a la protection de pi antes. 

5 

L'invention a pour objet des endofucanases propres a 
la preparation de f uco-oligosaccharides par hydrolyse 
enzymatigue des fucanes 
10 Elle a egalement pour objet une bacterie productrice 

des endofucanases et la preparation de cette enzyme a partir 
de la bacterie. 

Elle vise, de plus, des genes d' endofucanases . 

Elle a enfin pour objet l'application des fuco- 
15 oligosaccharides en question a la protection des plantes. 

Les fucanes sont des polysaccharides a base de CX-L- 

f ucose . 

lis peuvent etre extraits de la paroi des algues 

brunes . 

20 lis peuvent egalement etre extraits des 

echinodermes . 

On a deja prepare, par hydrolyse acide ou 
radicalaire, des fractions oligosaccharidiques a partir des 
fucanes . 

25 Diverses activites biologiques ont ete etudiees tant 

en rapport avec les fucanes gu'en rapport avec certaines 
fractions de plus faible poids moleculaire. 

L'invention vise des f uco-oligosaccharides 
particuliers , une enzyme pour leur preparation et leurs 

30 applications dans le domaine de la protection des plantes. 

Les fuco-oligosaccharides en question sont sulfates 
et ont un degre de polymerisation de 4 a 100, de preference 
de 4 a 20 unites cc-L f ucose; deux d'entre eux sont 
caracterises par les formules developpees I et II 
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representees a la figure 1. 

Conf ormement a rinvention, ils sont prepares par 
hydrolyse enzymatique a partir des fucanes en faisant agir 
sur ceux-ci des endof ucanases , c'est-a-dire des enzymes que 
5 la Societe Demanderesse a eu le merite d'isoler. 

Ces enzymes sont secretees par une souche 
bacterienne a activite f ucanolytique .que la Societe 
Demanderesse a obtenue a partir des boues industrielles 
utilisees pour le traitemeht des effluents, riches en 
10 fucanes sulfates, d'une usine d'extraction d'alginates . 

Pour ce faire, elle a procede comme suit. 
Des boues, prelevees dans les bassins . d'oxygenation 
et de decantation d'une station d'epuration situee en aval 
d'une usine d 1 extraction d'alginates, sont utilisees comme 
15 inoculum d'un milieu pauvre a base d'eau de mer filtree 
contenant 2 g/1 de f ucane . 

En travaillant sur des parties aliquotes du milieu 
de culture ainsi constitue, on effectue chaque jour le test 
dit "a 1'albumine serique bovine" en milieu acide(ou BSA) . 
20 Le principe de ce test est fonde sur le fait que les 

polysaccharides anioniques s'associent, en milieu acide, avec 
l'albumine chargee positivement , provoquant ainsi une 
precipitation de l'ensemble des complexes formes. 

Au contraire, les oligosaccharides et les oses ne 
25 sont pas precipites ou flocules car ils sont de trop faible 
poids moleculaire pour donner lieu a la formation d'un 
complexe insoluble. 

En vue du test BSA, on introduit 600 jal du 
surnageant de culture dans un microtube de 1 ml et on 
30 centrifuge. 

Le surnageant, a savoir 500 pi, est transfere dans 
un autre tube et melange a 2 ml de solution de BSA acide 
constitute par 3,26 g d'acetate de sodium, 4,56 ml d'acide 
acetique glacial et 1 g de BSA dans 1 1 d'eau distillee, le 
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pH etant de 3,72 a 3,78. 

On traite parallelement un temoin qui est constitue 
par 500 (il de surnageant de culture sans inoculum. 

Compte tenu des explications qui precedent, la 
5 formation d'un trouble identique a celui qui se produit dans 
le temoin indique qu'il n'y a pas eu de degradation du 
polymere; par 'contre, dans le cas ou le trouble est moindre 
ou inexistant, on conclut a la presence, dans la culture 
bacterienne, d'une activite enzymatique specif ique du f ucane . 
10 Le test s'est avere positif au bout de 7 jours 

d'incubation du f ucane en presence de l'inoculum decrit plus 
haut . 

Une partie aliquote du milieu de culture 
correspondant est alors etalee sur boite de Petri contenant 
15 le milieu connu sous ^appellation Zobell-Fucane, qui est 
constitue par le milieu Zobell (1941) additionne de fucane 
a 2 g/1 et solidifie par de l'agar a 15 g/1. 

La composition du milieu Zobell [Zobell CE(1941) 
"Studies on marine bacteria. I. The cultural requirements of 
20 heterotrophic aerobes" paru dans J . Mar. Res., 4 : 41-75] 
est comrae suit: 

Bacto-peptone Difco 5,0 g 

Extrait de levure Difco 1,0 g 

Eau de mer filtree 800 ml 

25 Eau distillee q.s.p. 1 1 

On constate la formation dans la boite de Petri d'un 
certain nombre de colonies diff^rentes les unes des autres 
et qui correspondent a autant de souches . 

Chacune de ces colonies, autrement dit chacune des 
30 souches, est isolee a partir de ce milieu et introduite dans 
un milieu liquide Zobell-Fucane constitue par 1/2 volume de 
Zobell et 1/2 volume d'une solution de fucane a 4 g/1 dans 
de 1'eau de mer filtree. 

Sur chacune des souches ainsi isolees et introduites 
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dans le milieu Zobell-Fucane, on effectue le test BSA pour 
detecter les souches f ucanolytiques . 

Lorsque le test est positif, la souche est repiquee 
sur milieu Zobell-Fucane pour verifier qu'elle continue a 
5 hydrolyser les fucanes du nouveau milieu; si tel est le cas, 
cela signifie que tout l<e dispositif genetique necessaire a 
la production des fucanases est mis en place; on dit alors 
que la souche est induite par le substrat; autrement dit, la 
presence de fucanes dans le milieu induit la production des 

10 enzymes par la souche. En raison de cet etat de choses, le 
test BSA est de nouveau effectue sur la nouvelle culture. 

En procedant ainsi, on a isole une souche qui a ete 
denommee SW5 et qui donne un test BSA positif au bout de 3 
a 4 jours lorsqu'elle est cultivee sur milieu Zobell-Fucane. 

15 La susdite souche SW5 , selectionnee de la maniere 

venant d'etre decrite, a ete deposee sous le n° 12171 dans la 
collection DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH) dont l'adresse est la suivante : 
Mascheroder Weg lb, D-38124 Braunschweig, Allemagne. 

20 La souche est en batonnet Gram negatif, aerobie 

stricte, chimioorganotrophe et heterotrophe . Au bout de 
trois jours de culture, les colonies sur milieu Zobell- 
Fucane solide sont petites (1 mm de diam^tre) et pigmentees 
en orange. La souche SW5 necessite de l'eau de mer pour sa 

25 croissance, sa temperature optimale de croissance se situant 
autour de 18-20°C. Aucune croissance n'est constatee en 
dessous de 15°C et au-dessus de 25°C. D'autres 
caracteristiques phenotypiques de la souche SW5 sont 
montrees dans le tableau I ci-apres . 
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TABLEAU I 

Caracteres physiologiques et biologicpies de la souclie SW5 



Caracteres positifs 



catalase 
ct-cyclodextrine 
dextrine 
glycogene 
cellobiose 
D-fructose 
L-fucose 
D-galactose 
gentobiose 
a-D-glucose 
a-D-lactose 

maltose 
D-mannose 
p-methyl-D-glucoside 

turanose 
mono-methyl-succinate 
D-galacturonate 
D-glucuronate 
D,L-lactate 
L-alanine 
L-alanyl-glycine 
L-asparagine 

aspartate 
L-glutamate 
glycyl-L-aspartate 
glycyl-L-glutamate 
L-ornithine 
L-proline 
L-threonine 
urocanate 
glucose-1 -phosphate 
glucose-6-phosphate 



Caracteres n^gatifs 



oxydase 
flexirubine 
reduction des nitrates 
formation d'incjole 
fermentation arginine dihydrol 
urease 
tween 40 
tween 80 
N-acetyl-D-galactosamine 
N-acetyl-D-glucosamine 
adonitol 
L-arabinose 
D-arabitol 
erythritol 
m-inositol 
lactulose 
D-mannitol 
D-melibiose 
D-psicose 
D-raffinose 
L-rhamnose 
D-sorbitol 

sucrose 
D-trehalose 
xylitol 
methyl pyruvate 
acetate 
cis-aconitate 
citrate 
formate 
D-galactanate lactone 
D-gluconate 
D-glucosaminate 



Caracteres negatifs (suite) 



a-hydroxybutyrate 
p-hydroxybutyrate 
Y-hydroxybutyrate 
p-hydroxyphenylacetate 
itaconate 
a-ketobutyrate 
a-ketoglutarate 
a-k^tovalerate 
malonate 
propionate 
quinate 
-D-saccharate 
sebacate . 
succinate 
bromosuccinate 

succinamate 
glucuronamate 
alininamide 
D-alanine 
L-histidine 
D.L-carnitine 
y-aminobutyrate 
inosine 
uridine 
thymidine 
phenylethylamine 

putrescine 
2-aminoethanol 
2,3-butanediol 
glycerol 
D-,L-a-glyceroI phosphate 



10 



Les relations philogenetiques , de la souche SW5 ont 
ete etablies par la sequence nucleotidique ID No . 1 du gene 

codant pour TARN 16S. 

La comparaison de la sequence de ce gene avec les 
genes homologues issus de bacteries du groupe CFB 
(Cytoohaga-Flavobacterium-Bacteroldes) a permis de 
construire un arbre phylogenetique dont il resulte que la 
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souche appartient a la famille des Fla\robacteriaceae 
(Bernardet et al, 1996, International Journal of Systematic 
Bacteriology, Jan: 128-148) et qu'elle est proche de 
Gelidibacter algens (Bowman et al, 1997, International 
5 Journal of Systematic Bacteriology, July: 670-677), une 
souche isolee des glaces de 1'Antarctique . 

II s'ensuit que le procede conforme a l'invention 
pour la preparation des susdits f uco-oligosaccharides est 
caracterise par le fait que l'on soumet un substrat constitue 
10 par une matiere premiere a base de fucanes a une hydrolyse 
enzymatique a l'aide d'une enzyme f ucanolytique ou 
endofucanase susceptible d'etre obtenue a partir d'une souche 
bacterienne deposee sous le N° 12171 dans la collection 
DSMZ . 

15 La bacterie SW5 secrete dans son milieu de culture 

des quantites signif icatives d'activite fucanase, pouvant 
etre utilisees a temperature ambiante, en milieu tamponne a 
pH 7,5, voire dans l'eau. 

La preparation du substrat, autrement dit des 
20 fucanes qui doivent etre soumis a 1'action de l'activite 
enzymatique, est effectuee comme suit. 

On soumet 150 kg d'algue brune Pelvetla canaliculata 
a un broyage en vue d'obtenir des fragments de 2,5 a 3 mm, 
en utilisant un dispositif designe par Comitrol 2100 et 
25 commercialise par la Societe Urschel . 

Ces fragments sont soumis a une extraction par 800 1 
d'acide chlorhydrique 0,01 N contenant 4% en poids de CaCl 2 
en maintenant une agitation pendant 3 heures a 7 0°C. 

La suspension de fragments d'algue ainsi traitee est 
30 decantee pendant 2 h.30 et le retentat obtenu est 
centrifuge; le surnageant de l'operation de centrif ugation 
est soumis a une ultrafiltration tangentielle sur des 
membranes de 50 kDa . Le retentat obtenu a I'issue de cette 
ultrafiltration tangentielle est atomise a l'aide d'un 
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dispositif designe par l'appellation Miro et commercialise 

par la Societe Minor Production. 

Le resultat de cette atomisation est une poudre 

constitute majoritairement par des f ucanes . 
5 Cette poudre est soumise a une purification 

supplementaire par remise en solution, centrif ugation . 

precipitation du surnageant a l'ethanol, remise en solution 

du precipite dans l'eau et ultrafiltration tangentielle de 

la solution aqueuse sur des membranes de 30000 Da. 
10 Le re tentat issu de cette ultrafiltration est soumis 

a une lyophilisation et constitue le substrat recherche; on 

le designe par FS2 8EtOH. 

Ce substrat, autrement dit cette poudre de f ucanes , 

est soumis a l'activite enzymatique obtenue a partir de la 

15 bacterie SW5 . 

Pour ce faire, on prepare une solution a 1 g/1 de 
' substrat FS28EtOH dans du tampon Tris (20 mM, pH 7,5); on 
preleve 50 |il de cette solution et on la melange a 10 \il de 
la fraction proteique a tester qui contient l'activite 
20 enzymatique obtenue a partir de la bacterie SW5 . 

Le melange est maintenu pendant 1 heure a 
temperature ambiante . 

L'hydrolysat final contient le melange de fuco- 
oligosaccharides en question. 
25 cet hydrolysat est soumis a une electrophorese en 

vue de mettre en evidence de facon qualitative la presence 
de fractions oligosaccharidiques ; cette electrophorese est 
effectuee sur gel de polyacrylamide en utilisant la 
technique dite C-PAGE decrite par Zablackis E. et Perez J. 
30 (1990) dans l'article intitule "A partially pyruvated 
carrageenan from Hawaiian Grateloupia filicina (Crypto- 
nemiales, Rhodophyta) paru dans "Sot. Mar. " 33 : 273-276. 

Les profils de degradation des fucanes obtenus a 
l'aide de l'enzyme produite par la bacterie SW5 montrent que 
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l'activite enzymatique de la souche en question est de type 
endolytique; il a ete remarque au cours des essais que les 
fucanes presentent des elements de structure semblables 
quelle que soit l'algue brune dont ils sont extraits . 
5 L'activite endo-f ucanase de la souche SW5 a ete 

purifiee a I'homogeneite electrophoretique; on a determine 
que la proteine en question a une masse moleculaire d' environ 
10 5 kDa. 

Trois peptides internes ont alors ete micro- 

10 sequences . 

On a ainsi obtenu les microsequences ID Mo. 2, ID 

No . 3 et ID No . 4 . 

L'invention vise egalement les endof ucanases 

caracterisees par le fait qu'ils contiennent des sequences 
15 analogues aux peptides ID No. 2, ID No . 3 , ID No . 4 et/ou ID 

No. 6 ainsi que les genes d' endof ucanase caracterises par le 

fait qu'ils contiennent des sequences analogues a la 

sequence nucleotidique ID No . 5. 

La purification de l'activite endo-fucanase dont il 
20 a ete question plus haut, a ete effectuee a l'aide d'un 

systeme commercialise sous l'appellation FPLC® par la Societe 

Pharmacia; ce systeme a ete place a 4°C . 

Apres cinq jours de culture de la souche SW5 dans 

6 1 de milieu Zobell-Fucane , on procede a une micro- 
25 filtration sur un dispositif du type Pellicon de la Societe 

Millipore equipe d'une cassette de 0,45 urn (Millipore) puis 

a une ultrafiltration tangentielle sur une cassette PTGC de 

3 0 000 Da. 

Pour ie fractionnement des proteines, on procede de 

30 la fagon suivante: 

Pour le premier fractionnement de 0 a 40%, on ajoute 
a la solution proteique du (NH 4 ) 2 S0 4 a 242 g/1 petit a petit 
et sous agitation lente a 4°C. Lorsque tout le sulfate 
d' ammonium est dissous, la solution est centrifugee; le 
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culot, qui represente la fraction entre 0 et 40% n'est pas 
conserve tandis que le surnageant est soumis a un nouveau 
f ractionnement de 40 a 60%. Ce f ractionnement est realise 
par addition de (NH 4 ) 2 S0 4 a 130 g/1 petit a petit et sous 
5 agitation lente a 4°C. Lorsque les cristaux sont dissous, la 
solution est. centrifugee; le culot, qui represente la 
fraction proteique entre 40 et 60% de saturation du sulfate 
d'ammonium, est conserve et resolubilise dans le tampon Tris 
20 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, CaCl 2 5 mM, MgCl 2 5 mM. 

10 La fraction entre 40 et 60% de saturation du sulfate 

d'ammonium est diluee 2 0 fois dans du tampon Tris 2 0 mM pH 
7,5 et resaturee a 40% de (NH 4 ) 2 S0 4 . 

L'echantillon ainsi obtenu est injecte sur une 
colonne de chroma tographie d'interaction hydrophobe a base 

15 de Phenyl Sepharose CL4B Pharmacia a raison de 1 ml/min. 

La colonne est prealablement equilibree avec du 
tampon Tris pH 7,5; (NH 4 ) 2 S0 4 a 40%. Le gradient s'effectue 
par diminution de la concentration en (NH 4 ) 2 S0 4 de 1,8 M 
(40%) a 0 M dans du tampon - Tris en. 3 volumes de colonne, 

20 puis par 2 volumes de tampon sans (NH 4 ) 2 S0 4 . 

Chaque fraction proteique est utilisee pour 
hydrolyser le fucane FS28EtOH. L'hydrolysat est prepare comme 
decrit precedemment par ajout de ladite fraction a une 
solution de fucane a 1 g/1 dans du tampon Tris 20 mM pH 7,5 

25 contenant des sels . L'hydrolysat est alors teste par la 
technique C-PAGE. Les fractions dites "positives sur C-PAGE" 
sont celles qui generent un profil electrophoretique 
contenant des fractions d'oligo-f ucosaccharides . 

Les fractions qui generent un profil de degradation 

30 positif sur gel de polyacrylamide sont rassemblees et 
diluees 5 fois dans du tampon Tris 20 mM pH 7,5; NaCl 5 mM 
avant d'etre injectees sur une colonne de chromatographie 
d'echange d'anions chargee en DEAE Sepharose CL6B 
commercialise par la Societe Pharmacia. 
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Les proteines sont eluees par un gradient de NaCl de 
5 mM a 1 M en 3 volumes de colonne, a 1 ml/min. 

Ces fractions sont ensuite injectees a raison de 
100 jul sur une colonne de filtration, chargee de gel 
5 Superdex 200 commercialise par la Societe Pharmacia et 
prealablement equilibree a raison de 0,5 ml/min dans du 
tampon phosphate de sodium 50 mM pH 7,0; NaCl 150 mM. 

La fraction active, identifiee par la technique 

C-PAGE, est recueillie et la purete de la proteine est 

10 determinee sur un gel SDS a 12,5% en utilisant le dispositif 

® 

Phast-System de la Societe Pharmacia. Les marqueurs 
moleculaires utilises sont les standards de ,14,5 a* 200 kDa 
commercialises sous 1 ' appellation « broad-range » par la 
Societe Biorad. 

15 A partir des microseguences proteiques SEQ ID N° 3 

et SEQ ID N° 4, on a synthetise des oligonucleotides ; on a 
utilise ces oligonucleotides comme amorces afin de 
synthetiser par PCR (Polymerase Chain Reaction) un fragment 
du gene codant pour la fucanase, l'ADN purifie de la souche 
20 SW5 servant de matrice a la reaction. 

Les produits de PCR specifiques des couples 
d ' amorces ont ete sequences. 

L'un d'entre eux presente la sequence nucleotidique 
SEQ ID N° 5 . 

25 La sequence proteique deduite, longue de 67 acides 

amines, contient les microsequences SEQ ID N°3 et SEQ ID 
N°4, indiquant qu'il s'agit d*. un fragment de la fucanase de 
la souche SW5 . 

La sequence nucleotidique SEQ ID N° 5 est done une 

30 portion du gene, longue de 203 nucleotides, qui code pour la 
fucanase de la souche SW5 . 

Pour la preparation des f uco-oligosaccharides , on 
peut avoir recours a plusieurs methodes dont deux sont 
decrites ci-apres . 
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Dans une premiere methode, on laisse agir I'enzyme 
jusqu'a consommation complete du substrat; on incube pendant 
24 heures un fucoidane de Pelvetla canaliculata en presence 
de l'enzyme partiellement purifiee, puis on ultrafiltre les 
5 produits d'hydrolyse sur membrane de 5 00 Da. On obtient ainsi 
une fraction designee par 127 . 

Du point de vue pratique, on hydrolyse un fucane 
extrait de Pelvetia canaliculata (fraction FS28EtOH) a la 
temperature ambiante pendant 2 4 heures, en ajoutant a 
10 1 litre de substrat d'une concentration de 5 g/1 dans le 
tampon Tris 20 mM pH 7,5; NaCl 50 mM; MgCl 2 5 mM; CaCl 2 5 mM, 
une quantite de 3 0 ml de precipite d'enzyme au sulfate 
d'ammonium 40-60% (3,02 mg de proteines). 

L'hydrolysat ainsi obtenu est complete par de l'eau 
15 distillee jusqu'a 20 1, puis ultrafiltre sur un systeme 
d'ultraf iltration tangentielle de 10 000 Da en utilisant une 
cassette 0,46 m 2 PTGC de la Societe Millipore avec une 
pression d'entree de 6,5 bars et une pression de sortie de 
5 , 5 bars . 

20 L'ultraf iltrat ainsi obtenu est recupere et de 

nouveau ultrafiltre sur 500 Da en utilisant le dispositif 
commercialise sous la marque Omega Centraset OM500DC05 par 
la Societe Pall Filtron avec 1 bar en entree de circuit et 
une pression nulle de sortie; cette nouvelle ultrafiltration 

25 tangentielle vise a dessaler l'ultraf iltrat . 

En vue de fractionner les oligomeres, le retentat 
est de nouveau ultrafiltre sur 500 Da mais avec des 
pressions d'entree de 2,5 bars et 2 bars a la sortie. 

Le filtrat qui passe le seuil de coupure de 500 Da 

30 (environ 2 0 1) de la membrane est ensuite concentre sur 
evaporateur rotatif , neutralise au carbonate d'ammonium puis 
lyophilise en utilisant le dispositif commercialise sous la 
marque Lyolab A LSL par la Societe Secfroid. Le lyophilisat 
ainsi obtenu contient les oligofucanes appeles 127 . 
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Les oligofucanes de la fraction 127 ainsi obtenus 
ont ete soumis a un f ractionnement supplementaire par 
chromatographie d'echange d'ions et chromatographie 
d ' exclusion . 

5 Le chromatogramme d' exclusion obtenu sur un gel de 

la marque BIOGEL P6 est reproduit sur le graphique de la 
figure 2 qui montre en abscisse le volume d'elution (Ve) 
exprime en ml et en ordonnees l'indice ref ractometrique (RI) 
de l'eluat. 

10 La structure des oligosaccharides ainsi obtenus 

(pics 1A a 4A du chromatogramme) a ete analysee par RMN 
bidimensionnelle . 

II s'agit, dans le cas des pics 4A et 3A, 
respectivement d'un tetrasaccharide et d'un hexasaccharide 
15 formes par des residus de fucose alternativement relies par 
des liaisons CC(l->3) et a(l->4) et sulfates sur leur carbone 
2 ( figure 1 ) . 

Les pics 2A et 1A sont, quant a eux, constitues par 
des melanges de DP variable ^oligosaccharides de la meme 
20 serie homologue, mais pouvant comporter des branchements . 

Ce resultat suggere que les polysaccharides de 
depart sont constitues, au moins partiellement , par la 
repetition de motifs a-L-Fuc-2-sulf ate- 1 ->3 -a-L-Fuc-2 - 
sulfate-l->4 non decrits a ce jour. 
25 Une deuxieme methode comporte une hydrolyse en 

continu; elle consiste, a l'aide d'une membrane 
^ultrafiltration de 30 kDa, a soustraire a I'action de 
l'enzyme les oligofucanes a mesure de leur formation. La 
fraction ainsi obtenue est designee par "fraction 125" et 
30 contient des oligofucanes de masse moleculaire plus elevee 
que ceux constituant la fraction 127. 

Du point de vue pratique, on dissout le substrat 
(50 g de FS28EtOH) dans 10 litres d'eau distillee. 

Pour effectuer Thydrolyse, on ajoute 2 5 ml d'enzyme 
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sous forme d'une fraction precipitee au sulfate d'ammonium 
entre 40 et 60% de saturation, dans 2 litres de substrat ; 
1 'ultrafiltration en continu est engagee apres 30 minutes. 

Pour cette ultrafiltration tangentielle, on utilise 
5 un appareil de marque Pellicon comportant une cassette de 
30 000 Da, ledit appareil e tan t regie sur 1 bar en entree et 
0 bar en sortie pendant toute la duree de l'hydrolyse. 
^•-^ La sortie du filtrat est partiellement fermee pour 
maintenir le debit de filtration a 2 1/h. 
10 Les caracteristigues de l'enceinte reactionnelle 

sont choisies de fagon a permettre un approvisionnement de 
l'enzyme en substrat jusqu'a epuisement des 10 litres et le 
maintien d'un volume fixe d'hydrolyse de 2 litres. 

L'hydrolyse est poursuivie en ajoutant de l'eau 
15 distillee (8 litres) en continu jusqu'a ce que le filtrat ne 
contienne plus d'oligomeres. 

On obtient 18 litres d'un ultrafiltrat qui est 
concentre jusqu'a environ 1 litre a 1'aide d'un appareil 
Pellicon equipe d'une cassette de 500 Da, la pression 
20 d'entree etant de 2 bars et la pression de sortie de 0; une 
concentration supplementaire jusqu'a 200 ml est effectuee par 
evaporation rotative, puis le concentrat est neutralise et 
lyophilise , 

Le filtrat, qui contient les fractions de faible 
25 poids moleculaire { c'es t-a-dire capable de passer sur une 
membrane au seuil de coupure de 500 Da) n'a pas ete conserve. 

La fraction 125 designe les oligofucanes retenus 
entre les seuils de coupure de 500 Da et 30000 Da. 

On a etudie l'activite biologique des fractions 127 
30 et 125 sur les plantes . 

L'effet eliciteur direct de ces fractions a ete 
analyse sur des cultures de cellules de Tabac BY. 

Cinq marqueurs des reactions de defense ont ete 
testes independamment , a savoir: 
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- l'alcalinisation du milieu de culture (reponse 
precoce couramment observee lorsque les plantes sont 
incubees en presence d'eliciteurs oligosaccharidiques ) , 

- les niveaux d'activite "phenylammonia lyase" (PAL) 
qui est une enzyme cle pour la synthese des phytoalexines 
chez les plantes, 

- les niveaux d'activite O-methyl transferase (OMT) 
qui est une enzyme impliquee dans la synthese de lignine, 

- les niveaux d'activite lipoxygenase (LOX) qui est 
une enzyme impliquee dans la generation de jasmonate de 
methyle, un element des cascades de signalisation 
aboutissant a l'activation de genes de defense, et 

- les teneurs en acide salicylique (SA) qui est un 
autre messager secondaire implique dans les reactions de 

15 defense. 

La fraction 127, administree a une dose de 200 mg/1, 
induit une alcalinisation du milieu de culture des cellules 
de tabac de 1 a 1,5 unites pH. Par rapport aux cellules non 
traitees, les activites PAL et OMT sont stimulees 
20 respectivement d'un facteur 50 a 600 et 2,0 a 2,8, entre 
4 heures et 8 heures apres l'addition de 127 au milieu de 
culture. 

L'activite LOX, mesuree 18 heures apres l'addition de 
127 a la dose de 200 mg/1 est 7 fois plus importante que 
5 dans les cellules temoins. De meme, 3 heures apres le debut 
du traitement, les teneurs en acide salicylique sont 70 fois 
plus importantes que dans les cellules non traitees. 

Des resultats analogues ont ete observes avec la 
fraction 125. On note toutefois une stimulation plus forte 
de l'activite LOX, jusqu'a un facteur multiplicatif de 55 par 
rapport aux cellules temoins . 

La figure 3 illustre l'influence de la fraction 125 
sur la stimulation de l'activite PAL dans les cellules de 
tabac BY; elle montre la variation de l'activite exprimee en 



3 
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pico-katal par g (pKat/g) de masse fraiche de suspension 
cellulaire en fonction du temps exprime en heures pour trois 
concentrations, a savoir 200 mg/1, 50 mg/1 et 10 mg/1 et 
pour un temoin. 

5 L'examen de la figure 3 montre que des 

concentrations de 10 mg/1 sont suffisantes pour deceler une 
stimulation significative par rapport aux cellules temoins 
non elicitees et on observe une saturation de la reponse 
pour les concentrations superieures a 50 mg/1. 
10 Les resultats de ces experiences montrent que les 

oligofucanes conformes a 1'invention sont reconnus comme des 
eliciteurs par les cellules de tabac . 

Par rapport a des cellules non traitees, ils 
stimulent tres fortement (c'est-a-dire dans des proportions 
15 tout a fait comparables a celles d'autres eliciteurs comme 
les oligopectines et les oligo pl-3 glucanes) , les activites 
PAL, LOX et OMT ainsi que les teneurs en SA. 

L'effet eliciteur de la fraction 125 a egalement ete 
analyse sur des suspensions cellulaires de ble. 
20 On montre que cette fraction induit l'activite PAL. 

Ainsi, a la concentration de 200 mg/1, 125 a stimule 
d'un facteur 15 a 20 l'activite PAL entre 2 et 6 heures 
apres le traitement. 

Une dose de 50 mg/1 stimule encore l'activite PAL 
25 d'un facteur 4, 4 heures apres le traitement. 

125 induit egalement l'activite PAL dans les 
suspensions cellulaires de persil. 

A 200 mg/1 125 a stimule d'un facteur 15 a 30 
l'activite PAL entre 4 et 6 heures apres le traitement. 
30 Une dose de 20 mg/1 stimule encore l'activite PAL 

d'un facteur 5, 4 heures apres le traitement. 

Par une autre serie d ' experiences , on montre que, 
infiltres dans les feuilles de tabac, les fuco- 
oligosaccharides protegent contre le VMT (virus de la 
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mosalque du tabac) . Les experiences ont ete realisees comme 



suit 



La fraction de f uco-oligosaccharides denommee 125 
(200 mg/1, est infiltree a 1 < aide d'une seringue dans trois 
feuilles de tabac (feuilles 4, 5 et 6 en partant du bas) de 
2 mois d'age. 

Cinq jours apres 1 ■ infiltration, une inoculation au 
VMT est realisee dans les feuilles 5, 6 et 7, la feuille 4 
servant de temoin. 

Une semaine apres 1 ■ inoculation, on determine le 
nombre de lesions (NL ) et la taille de ces lesions (TL) sur 
les feuilles des plants traitees ainsi que sur dfes. plants 
traites a 1 ' eau uniquement . 

Dans le tableau II ci-apres son t represents les 
pourcentages de protection, selon les deux criteres definis 
ci-dessus . 



20 



25 



TABLEAU II 

Protection du tabac contre le VMT par lea f„rr>- n -i < 



gosaccharides 





% protection (NL) 


% protection (TL) 


Feuille 


5 


65 


25 


Feuille 


6 


65 


35 


Feuille 


7 


40 


26 



La feuille 4 ne presente aucune lesion. 

Des resultats reunis dans ce tableau, on peut 
conclure que 1 ' on a bien induit une protection dans les 
feuilles infiltrees par 125 (feuilles 5 et 6) , mais aussi 
dans la feuille 7, qui n'avait pas recu de fuco- 
oligosaccharides . 

On peut done parler de protection systemique. 
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De ces deux series d ' experiences sur le ble, le 
persil et le tabac, il ressort que les fuco-oligosaccharides 
stimulent des activites enzymatiques margueurs des defenses 
naturelles non seulement dans le cas du tabac, mais 
5 egalement dans le cas du ble et du persil. 

Cette stimulation aboutit a une protection 
systemigue contre le VMT et, vraisemblablement , contre 
d ' autres agents phytopathogenes . 

A titre illustratif, on donne ci-apres deux 
10 exemples. 



EXEMPLE 1 

Concentre liquide pour 1 ' agriculture a- base 
d ' oligof ucanes : 
15 Oligof ucane 125 0,200 kg 

Tween 801 0,005 kg 

Methylparaben sode 0,005 kg 

Eau 0,790 kg 

Total 1,000 kg 

20 Ce concentre est utilise apres dilution dans 1000 

litres d'eau d'une quantite comprise entre 10 g et 10 kg, de 
preference entre 20 g et 5 kg et plus pref erentiellement 
entre 100 g et 1 kg ; cette dilution presente une teneur en 
oligofucanes 125 comprise entre 2 et 2000 g, de preference 
25 entre 20 et 200 g pour 1000 litres d'eau. 



EXEMPLE 2 

Poudre concentree soluble contenant, en tant que 
matiere active, l'hydrolysat 127 ainsi que des adjuvants. 
30 Pour 1 kg en poids/poids, la constitution de cette 

poudre est definie comme suit : 



WO 00/17215 18 PCT/FR99/02243 

Oligofucane 127 0,200 kg 

Kaolin 0,495 leg 

Mannose ,0,050 kg 

Methylparaben sode 0,005 kg 

5 Amidon purifie 0,250 kg 

Total 1, 000 kg 

Cette poudre est utilisee apres dilution dans une 
quantite d'eau suffisante pour obtenir une composition dont 
la teneur en oligofucane 127 est comprise entre 2 et 5000 g, 
10 de preference entre 20 g et 100 g pour 1000 litres d'eau. 
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REVEND I CAT I ONS 

1. Souche bacterienne en batonnet Gram negatif 
deposee sous le N° 12171 dans la Collection DSMZ . 
5 2. Endofucanase susceptible d'etre obtenue a partir de 

la souche bacterienne selon la revendication 1 . 

3. Endofucanases carac terisees par le fait qu'elles 
contiennent des sequences analogues aux peptides ID No . 2 , ID 
No. 3, ID No. 4 et/ou ID No. 6. 
10 4. Genes d ' endofucanase caracterises par le fait 

qu'ils contiennent des sequences analogues a la sequence 
nucleotidique ID No. 5. 

5. Procede de preparation de f uco-oligosaccharides 
sulfates dont le degre de polymerisation est de 4 a 100, de 

15 preference de 4 a 20 unites a-L fucose, plus particulierement 
de f uco-oligosaccharides repondant aux formules (I) et (II) 
representees a la figure 1, caracterise par le fait qu'il 
comporte une etape d'hydrolyse enzymatique mettant en oeuvre 
au moins une endofucanase selon 1 ' une des revendications 2 

20 et 3 . 

6. Composition phytopharmaceutique pour la protection 
des plantes comprenant une quantite efficace de fuco- 
oligosaccharides sulfates dont le degre de polymerisation est 
de 4 a 100, de preference de 4 a 20 unites a-L fucose, plus 

25 particulierement de f uco-oligosaccharides repondant aux 
formules (I) et (II) representees a la figure 1 ou obtenus par 
mise en oeuvre du procede selon la revendication 5 . 

7. Utilisation pour un traitement de protection des 
plantes, de f uco-oligosaccharides sulfates dont le degre de 

30 polymerisation est de 4 a 100, de preference de 4 a 20 unites 
a-L fucose, plus particulierement de f uco-oligosaccharides 
repondant aux formules (I) et (II) representees a la figure 
1 ou obtenus par mise en oeuvre du procede selon • la 
revendication 5 . 
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LISTE DE SEQUENCES 



{1) INFORMATIONS GENERAL ES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Laboratoires GOEMAR S.A. 

(B) RUE: ZAC de la Madeleine 

(C) VILLE: SAINT MALO 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 35400 

(G) TELEPHONE: +33 2 99 21 53 70 
(G) TELEFAX: +33 2 99 8256 17 
(G) TELEX: 

(ii) TITRE DE L ' INVENTION : Fuco-oligosaccharides , enzyme pour 1 
preparation a partir des fucanes, bacterie productrice de l'enzyme 
applications des fuco-oligosaccharides a la protection des plantes . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: disquette 

(B) ORDINATEUR : IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: 

(v) DONNEES DE LA DEMANDE ACTUELLE: 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1474 nucleotides 

(B) TYPE: sequence nucleot idique 

(C) NOMBRE DE BRINS : double brin 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: gene de l'ARN 16S 

(iii) HYPOTHETIQUE : non 
(iv) ANTI-SENS: non 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: CNRS , Station Biologique, Laboratoire de 
Biologie cellulaire et moleculaire des algues, 29682 
Roscoff Cedex 

(B) SOUCHE: SW5 



NUMERO DE LA DEMANDE: 

DATE DE DEPOT: 21 septembre 19 9 8 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

AGAGTTTGAT CNTGGCTCAG GATGAACGCT AGCGGCAGGC CTAACACATG CAAGTCGAGG 060 
GGTAGAGAGA GCTTGCTTTT CTTGAGACCG GCGCACGGGT GCGTAACGCG TATACAATCT 120 
GCCTCTTACT GCGGGATAGC CCAGAGAAAT TTGGATTAAT ATCGCATAGC ATAACGACCC 180 
CGCATGGGAT GTTATTAAAG GTTACGGTAA GAGATGAGTA TGCGTTCTAT TAGCTAGATG 240 
GAGTGGTAAC GGCACACCAT GGCAACGATA GATAGGGGCC CTGAGAGGGG GATCCCCCAC 300 
ACTGG TACTG AGACACGGAC CAGACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTGAGGAA TATTGGACAA 3 60 

TGGAGGCAAC TCTGATCCAG CCATGCCGCG TGCAGGAAGA CGGCCCTATG GGTTGTAAAC 420 
TGC TTTTAT A CGGGAAGAAA CACCGCTACG TGTAGCCTTT GACGGTACCG TAAGAATAAG 480 
GATCGGCTAA CTCCGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACGGAG GATCCAAGCG TTATCCGGAA 540 
TCATTGGGTT TAAAGGGTCC GTAGTGGATG ATTAAGTCAG AGGTGAAATC CTGCCGCTCA 600 
ACGGTAGAAT TGCCTTTGAT ACTGGTTATC TTGAATCAAT GTGAAGTGGT TAGAATATGT 660 
AGTGTAGCGG TGAAATGCAT AGATATTACA TAGAATACCA ATTGCGAAGG CAGATCACTA 720 
ACATTGTATT GACACTGATG GACGAAAGCG TGGGGAGCGA ACAGGATTAG ATACCCTGGT 780 
AGTCCACGCC GTAAACGATG GATACTAGCT GTTCGGATTT ATCTGAGTGG CTAAGCGAAA 840 
GTGATAAGTA TCCCACCTGG GGAGTACGTT CGCAAGAATG AAACTCAAAG GAATTGACGG 900 
GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT TAATTCGATG ATACGCGAGG AACCTTACCA 960 

GGGCTTAAAT GTAGATTGCA TTAGGTGGAG ACACTTATTT CTTCGGACCA TCTACAAGGT 1020 

GCTGCATGGT TGTCGTCAGC TCGTGCCGTG AGGTGTCAGG TTAAGTCCTA TAACGAGCGC 1080 

AACCCCCGTT GTTAGTTGCC AGCGAG TCAT GTCGGGAACT CTANCAAGAC TGCCAGTGCA 1140 

AACTGTGAGG AAGGTGGGGA TGACG TCAAA TCATCACGGC CCTTACGTCC TGGGCTACAC 1200 

ACGTGCTACA ATGGTAGGGA CAGAGAGCAG CCACTGGGCG ACCAGGAGCG AATCTATAAA 1260 

CCCTATCACA GTTCGGATCG GAGTCTGCAA CTCGACTCCG TGAAGCTGGA ATCGCTAGTA 1320 

ATCGCATATC AGCCATGATG CGGTGAATAC GTTCCCGGGC CTTGTACACA CCGCCCGTCA 13 80 

AGCCATGGAA GCTGGGAGTG CCTGAAGTCC GTCACCGCAA GGAGCGGCCT AGGGTAAAAT 1440 

CGGTAACTAG GGCTAAGTCG TAACAAGGTG TCCG 1474 



(3) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 15 acides amines 

(B) TYPE: sequence peptidique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple brin 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(iii) HYPOTHETIQUE : non 
<iv) ANTI-SENS: non 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: CNRS , Station biologique, Laboratoire de 
biologie cellulaire et moleculaire des algues, 29682 
Roscoff Cedex 

(3) SOUCHE: SW5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Gin Thr Ala Asn Thr Thr Tyr Gly lie Asn Thr Val Ala Ser Met 

5 10 15 
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{ 4 ) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE • 

(A) LONGUEUR: 18 acides amines* 

(B) TYPE: sequence peptidique 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple brin 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
Thr Ser Gly Pro Asp Trp Leu Thr He Gin Gin Thr Asp Ala Asn Ser 
Gly Lys 15 



(5) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 acides amines 

(B) TYPE: sequence peptidique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple brin 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 4: 
He Thr Val Asp His Val Ala Gly Phe Thr Asn Leu Trp Asn Gly Ala 
Pro XD 

(6) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 203 paires de bases 

(B) TYPE: sequence nucleotidique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double brin 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: gene partiel de la fucanase 

(iii) HYPOTHETIQUE: non 

(iv) ANTI-SENS: non 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: CNRS , Station Biologique, Laboratoire de 
Bxologie cellulaire et moleculaire des algues 29682 
Roscoff Cedex 

(B) SOUCHE: SW5 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 5: 

ATTACGGTTG ATCATGTTGC AGGTTTTACT AATTTGGGTA ATGGAGCACC TGTTTGGTCT 
TCACCTATAC TTAATCTTAC CGATGGAAAA GGATCATTCG CCTATAATTA TACTTTGCAA 
TTAGGAACCG ATTATTATGA TTTTGAAGGT GATGCACTTA CTATTACTAA AACATCAGGA 
CCTGATTGGC TCACCATTCA ACA 

(7) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 67 acides amines 

(B) TYPE: sequence proteique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple brin 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 
(iii) HYPOTHETIQUE : non 
<iv) ANTI-SENS: non 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: CNRS, Station Biologigue, Laboratoire de 
Biologie cellulaire et moleculaire des algues 29682 
Roscoff Cedex 

(B) SOUCHE: SW5 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 6: 

lie Thr Val Asp His Val Ala Gly Phe Thr Asn Leu Gly Asn Gly 15 

Ala Pro Val Trp Ser Ser Pro He Leu Asn Leu Thr Asp Gly Lys 3 0 

Gly Ser Phe Ala Tyr Asn Tyr Thr Leu Gin Leu Gly Thr Asp Tyr 45 

Tyr Asp Phe Glu Gly Asp Ala Leu Thr He Thr Lys Thr Ser Gly 6 0 

Pro Asp Trp Leu Thr He Gin 67 
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1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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□ 


VIII 


□ 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCTYFR99/02243 



. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



| | the international application as originally filed. 

[^| the description, pages 1-18 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



El 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-7 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/2-2/2 



, as originally filed, 
t filed with the demand, 
, filed with the letter of 
( filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

1 | the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



, 1 I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
■ — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



nernational application No. 
PCT/FR 99/02243 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement ^ 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-7 



1-7 



1-7 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 

Dl: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN Vol. 95, no. 6, 31 

July 1995 (1995-07-31) & JP-A-07 059 563 (TOUSA 
KOGAKU KENKYUSHO) , 7 March 1995 (1995-03-07) & 
CHEMICAL ABSTRACTS, Vol. 122, no. 21, 22 May 
1995 (1995-05-22) Columbus, Ohio, US; abstract 
no. 259851, 

D2: US-A-5 588 254 (TAKASHI ADACHI ET AL . ) 31 
December 1996 (1996-12-31), 

D3: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN Vol. 95, no. 11, 2 6 
December 1995 (1995-12-26) & JP-A-07 215 990 
(TOUSA KOGAKU KENKYUSHO), 15 August 1995 (1995- 
08-15) & DATABASE WPI Week 9541 Derwent 
Publications Ltd., London, GB; AN 317479. 



2. The subject matter of the present application 

relates to endof ucanases useful for preparing fuco- 
oligosaccharides by enzymatic hydrolysis of fucans, 
said endof ucanases being prepared from a productive 
bacterium filed under the number 12171 in the 
collection "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH" . The application also 
relates to sulfated f uco-oligosaccharides with a 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



'iternational application No. 
PCT/FR 99/02243 



degree of polymerization of 4 to 100 units of a-L 
fucose and the compositions containing same. 



3. None of the documents cited in the international 
search report mentions fucanases obtained from a 
specific bacterial strain (see Dl : origin of the 
fucanase: Echinoidea; D2 : column 8, line 7: the 
origin of the enzyme is not indicated) , or any 
bacterial strain producing said fucanase. 



Furthermore, using sulfated f uco-oligosaccharides 
with a degree of polymerization of 4 to 100 units of 
a-L fucose for plant protection treatment is not 
disclosed in the above-mentioned prior art. 



4. D3 mentions f uco-oligosaccharides having a molecular 
weight of around 5000 (which corresponds to around 
20 units of fucose) included in a pharmaceutical 
composition, but does not disclose a composition for 
protecting plants (see the present Claim 6) . 



5. The subject matter of the present claims is 

therefore considered novel and inventive ( PCT 
Article 33 (2) and (3) ) . 
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2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
Padministration chargee de Pexamen preliminaire international (voir la regie 70.16 et Pinstruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I SI Base du rapport 
Priorite 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrietle 
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Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a Pappui de cette declaration 

Certains documents cites 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

07/04/2000 
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Pexamen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/02243 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuiiles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en response a une invitation faite conformement a ('article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-18 version initiale 

Revendications, N°: 

1 -7 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/2-2/2 version initiale 

2. Les modifications ont entraine Pannulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. D "claration motivee sel n l articl 35(2) quant a la nouveaut \ I'activite inventiv t la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-7 

Non : Revendications 

2. Citations et explications 
voir feuille separee 



Nouveaute 



Oui: Revendications 1-7 
Non : Revendications 



Activite inventive 



Oui: Revendications 1-7 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon J'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 95, no. 6, 31 juillet 1995 (1995-07- 
31) & JP 07 059563 A (TOUSA KOGAKU KENKYUSHO), 7 mars 1995 
(1995-03-07) & CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 122, no. 21, 22 mai 1995 
(1995-05-22) Columbus, Ohio, US; abstract no. 259851, 

D2: US-A-5 588 254 (TAKASHI ADACHI ET AL.) 31 decembre 1996 (1996-12- 
31) 

D3: PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 95, no. 11, 26 decembre 1995 (1995- 
12-26) & JP 07 215990 A (TOUSA KOGAKU KENKYUSHO), 15 aout 1995 
(1995-08-15) & DATABASE WPI Week 9541 Derwent Publications Ltd., 
London, GB; AN 317479 

2. La presente demande a pour objet des endofucanases pour la preparation de 
fuco-oligosaccharides par hydrolyse enzymatique des fucanes, lesdites 
endofucanases etant preparees a partir d'une bacterie productrice deposee sous 
le n°12171 dans la collection "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH). La demande vise aussi des fuco-oligosaccharides sulfates 
ayant un degre.de polymerisation de 4 a 100 unites de a-L fucose et des 
compositions les comprenants. 

3. Aucun des documents cites dans le rapport de recherche international ne fait 
mention de fucanases obtenus a partir d'une souche bacterienne specifique (voir 
D1: origine de la fucanase: Echinoidea; D2: colonne 8, ligne 7: I'origine de 
I'enzyme n'est pas indique), ni d'une souche bacterienne quelconque produisant 
cette fucanase. 

D'autant plus I'utilisation pour le traitement de protection des plantes de fuco- 
oligosaccharides sulfates ayant un degre de polymerisation de 4 a 100 unites de 
a-L fucose n'est pas divulguee dans I'etat de la technique indique. 
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4. D3 mentionne des fuco-oligosaccharides ayant une masse moleculaire d'environ 
5000 (ce qui correspond a environ 20 unites de fucose) compris dans une 
composition pharmaceutique, sans divulgue une composition pour la protection 
des plantes (voir la presente revendication 6). 

5. L'objet des presentes revendications est done considerer comme nouveau et 
inventif au sens de 1'article 33(2) et 33(3) PCT. 



Formulaire PCT/Feuille s6par6e/409 (feuiile 2) (OEB-avril 1997) 



PCT 

REQUETE 

Le soussigne requiert que la presence demande 
Internationale soit trairee conformement au Traite de 
cooperation en matiere de brevets. - 


Oemande internationaie n* 


Date du d6pdt international 


Nom de I'orrice recepeeur et 'Dcmantic internationaie PCP 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire ffccuitatij) 
(11 carcaerts au maximum) BCT990058/GK 


Cadre n- 1 titre de LWEMIOW Q^Lcanases et prccaje les rretrtant sn csuvre pcur la p^caratim 
oesol^c>^Wij>^jjgrides a unUrfe ftcsnes, fcactsue pjsajctrirs dss an±gtcsnases asres 


Cadre n° II DEPOSANT 


Nom et adresse : /^Vom defamille stiivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre (e code postal et le nom du pays. Le pays de 
l adresse mdiquee dans ce cadre est I 'E:at ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est tndtque ci-dessous.J 

LABORATOIRES GOEMAR S.A. 
ZAC de la Madeleine 
35400 SAINT MALO 
FRANCE 


| I Cene personne est aussi 
t — ' tnvemeur. 

n*de telephone 
rr"deteiecopicur * , ■ . * ■ 
n* dc celeimprimeur 


Nationality (nom de 1'Etat) : 

FR 


Domicile (nom de 1'Etat) : 

FR 


Cede personne est , i tousles Suits rrr-] tousles Ecats designers sauf J 1 les Eiau-Unis d'Amerique ( 1 les Etais indiques dans 

deposant pour : | 1 designes [±\ les Etats-Unis d'Amerique | | seuiement | | irc^sipplenwnSiS 


Cadre n* III A UTR£(S) DEPOSAiVT(S) OU (AUTRE(S)) rNVENTEUR(S) 


Norn et adresse : (Nom defamille suivi du prenom: pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse tndtquee dans ce czdre est I 'Scat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est tndtque c-dessous.) 

DESCAMPS Valerie 
22 rue Yan d' Argent 
29660 r^QSCOFF 
! FRANCE 


Cette personne est : 

[ | deposant seuiement 

| x 1 deposant et inventeur 

| [ inventeur seuiement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de TEcac) : 

FR 


Domicile (nom de I'Etat) : 

* FR 


Certe personne est | 1 tous tes Eiats 1 | tousles Eiats designes sauf i 1 les Etats-Unis d'Amerique / | les Etats indiques dans le 

deposant pour : 1 (designes | | les Etats-Unis d'Amerique IX 1 seuiement [ | cadre supplemental 


[ x [ D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 


Cadre n' IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 


La personne dont ('tdentite est donnee ci-dessous est/aete designee oouragirau nom nrn . r— i 

du ou des deposants aupres des autorites Internationales competentes. comme: [_J majiclacaire |_J representant commun 


Nom ei adresse : Worn de familU suivi du prenom: pour une personne morale, designation officielie i 
complete. L 'adresse doit comprendre le cade postal et le nom du pays.) 

KOCH Gustave 

CABINET PLASSERAUD n 
84 rue d ' Amsterdam 

75440 PARIS CEDEX 09 n 
FRANCE 


t*de telephone 
01 44 63 41 11 

•detciecopieur 

01 42 80 01 59 

•de celeimprimeur - 

c 


[ Adresse pour la correspondance : cochercerte case lorsque aucun mandataire ni representant commun nest/n'a etc designe \ 
I 1 et que I'espace ci-dessus est utilise pour indiquer une adresse speciale a laquellc la correspondance doit etre envoyee. \ 



tulaire PCT7RO/I0I (premiere feuille) (juillet 1998; reimpression janvier 1999) Voir Us notes relatives au formulaire de requete 



Suite du cadre n- III AU'TR£(S)D 



Fcuille n* 



iNT(S) OU (AUTREfS)) lf*VE:VTEUR(S) 



Si aucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, cette feu Hid ne doit pas etre incluse dans ia requete. 



Nom it adrsssc (Nam de famtite tutvt du prenom; pour une oersonne morale, designation 
njficielte complete. L 'adresse Jott comorendre le code postal tt le nom du pays. Le pays de 
I adresse tndiquee dans cc cadre est I 'Etat ou le deposant a ion domtciie it aucun domicde 
n tst tndtque ci dessous. t 

KLARSZINSKY Olivier 
13 rue des Vosges 
68740 FESSENHEIM 
FRANCE 



Cette pcrsonnc est 

| | deposant iculemcnt 

| X| deposant it invcnteur 

| j invcnteur seuiement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Nationalite (nom dc I'Etat) : 



FR 



i Domicile (nom dc I'Etat) : 



FR 



Cenc pcrsonnc est 
deposant pour : 



□ cous les Etats 
des 



destines 



□ cous les Eracs designes sauf 
les Etats-Unis d'Amertque 



les Etats-Unis d'Ameriquc | [ les Etats indiques dans 



seuiement 



Ic cadre suppiemeniaire 



Nom c: ad r esse : (Nom de /'cm die sutvi du pre nom; pour une oersonne morale, designation 
ojficielle complete. L adresse dott comorendre le code postal et le nom du pays. La Days de 
I adresse tndiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est tndtque ci-dessous.) 

BARBEYRON Tristan 
30 rue de la Garenne 
29233 CLEDER 
FRANCE 



Cene personne est : 

| j deposant seuiement 

| Xj deposant et inventeur 

| | invcnteur seulemene 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Nationalite (nom de I'Etat) : 

FR 


Domicile (nom dc I'Etat) : 

FR 


C e ere pcrsonnc ssi i — 1 cous les Etais I 1 tous.Ies Etats designes sauf nj""] les Etats-Unis d'Arnerique [ j ;«.> Ecau indiqucs dans 

deposant pour : L-J designes 1 1 les Etats-Unis d'Ajnerique 1 A 1 seuiement | J le cadre suppfementaire 


Nom et adresse j (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
ojjicicile complete. L adresse doit comorendre le code postal et le nom du pays. Le oays de 
I aartsse tndiquee dans ce cadre *st I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est i.ia\que c:-dessousj 

CLOAREC Bernard 
Penn ar ' Feunteun 

29420 PLOCJENAN 
FRANCE 


1 r 

1 Cette personne esc : 

| | deposant seuiement 

| X 1 deposant et invcnteur 

| | invcnteur seuiement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Nationalite (nom de I'Etat) : 



FR 



Domicile (nom de I'Etat) 



FR 



Cette personne est 
deposant pour : 



□ cous les Etats 
designes 



□ tous.Ics Etats designes sauf les Etats-Unis d'Amerique r~~| les Etats indiqucs dans 

les Etats-Unis d'Amenque I* 1 seuiement 1 ! le cadre suppfementaire 



Nom et adresse : (Nom de /ami He sutvi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comorendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse tndiquee dans ce cadre est i 'Etat ou le deposant a son domtciie si aucun domicile 
n est tndtque ci-dessous./ 

FRITIG Bernard 

6 rue Hohwald 

6 7460 SOUFFELWEYERSHEIM 

FRANCE 



Cette personne est : 

| [ deposant seuiement 

| X [ deposant et inventeur 

| | inventeur seuiement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Nationalite (nom de I'Etat) : 


FR 




Domicile (nom de I'Etat) : 

FR 


Ccne pcrsonnc est | — I 
deposant pour : 1 1 


cous les Etats 
designes 


1 I cous. les Etats designes sauf f~| Ics Etats-Unis d'Amerique ( 1 

1 ( (cs Etats-Unis d*Ajnenque IX 1 seuiement ( | 


les Etats indiqucs dans 
le cadre supplemental 



| X [ D'autres deposants ou inventcurs sont indiqucs sur une autre reuille annexe. 



Formulairc PCT/RO/I0I (fcuille annexe) (juil let 1998. reimpression juillet 1999) 



CW les notes relatives au formulaire de requite 



Soke du cadre n- III AUTRE(S) 0 



FeuiHc n* . . 3. , . . 

tNTfS) OU (AUTR£(S)> hNV£;NT£UR(S) 



Si aucun des sous-cadres suivants n est utilise, cette feuiiU ne doit pas etre incluse dans la <-equere. 



Nom JdreSSe (Som Je fumtlle mm du prenom; pour une oerzonne morale, designation 
ttfficaiU complete. L JGrzsse doit cnmgrendre le code postal *tt le nom du pays. Le oavx de 
: adrvsse tndiquee Jans entire est I'Etct ou U deposant a ion damtciie n aucun d'omtcdc 
n :st tndiaue Ct'ditssous i 



JOCJBERT Jean-tMarie 
13 rue Gesril Du Papeu 
35400 SAINT MALO 
FRANCE 



Ccttc personne 

[ j deposant icutemenc 

| X ) Jeposant ;t inventeur 

1 | inventeur seulement 
'Si cette case est cochee. 
ne pas remalir la mite.) 



Nationality (nom de l'S:at) ; 



FR 



Domicile (nom dc I'Ecat) : 



FR 



Cene personne est 
deposanc pour : 



□ cous les Etats I | cous ies Scats designes sauf j— | | cs £ [a[S _ r j nis d ' mAmii nquc I 1 ies Scats indiques dans 
designes I 1 les Scats-Unis d'Amcnquc seuiemenc i I le cadre supplemcntaire 



n est indique ci-dessousj 

PLESSE Bertrand 
2 3 rue Saint Erhard 
6 7000 STRASBOURG 
FRANCE 



Cecte personne est : 

| j deposanc seuicmenc 

| x | deposanc ec inventeur 

[ [ inventeur seulement 

(Si cette case est cochee. 
ne pas r*mplir la suite j 



NauonaUtc (nom de l'£:at) : 


Domicile (nom de I'Scat) : 

FR 


Cede person.ie iSX p" - ] cous les Scats 1 [ cous. Ics Hues dcsigncs saur' ["^ les Scats-Unis d' a men que f— | \cs F.tzis inaiuues dans 
■deposanc pour : I— I dcsignes | ( ies Scats-Unis d'Amcnquc 1 * 1 seuicmenc [ | {« cadre iupolemencaire 


Nom et id resse : (Nom de /cm die suivi du pre nom: pour une .oersonne morale, designation 
officclle complete. L caresse doit comorendre la code postal it lc nom du oays. Le oavx de 
I zarzsse md'tauee ions ce czars est i 'c:at ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n <>zt tnaicru* ci-dessous.j 

YVIN Jean-Claude 

3 rue Gabriel Desgres 

35400 SAINT MALO 

FRANCE 

i 


1 c 

; Cette personne es: : 

| j deposanc seuicmenc 

| % | deposanc ec inventeur 

[ ] inventeur scuiemenc 
(Si cette case est cochee. 
ne pas rempiir la suite.) 



National itc (nom de I'Scat) : 



FR 



Domicile (nom de I'Ecat) 



FR 



Certe personne est 1 [ tousles Scats | I cous. les Stats designes jaut* [T7"l les £ cats- Unis d'Amenque j 1 les Scats indiques dans 

deposanc pour : 1—1 designes (_| les Stats-Unis d'Amenque [2S_J seulemenc 1 1 le cadre supolcmcncaire 


Nom et adrcsse : iyom de fcmille sutvt du prenom; pour une personne morale, designation 
officxelle comolete. L cdresse doit comorendre le code postal et le nom du pays. Le oays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est i 'Stat ou (e deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ct-dessous.j 


Cecte personne est : 

| 1 deposant seulemenc 

| | deposant et inventeur 

1 | inventeur seulement 
(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


National ice (nom de I'Etat) : 


Domicile (nom de I'Ecat) : 


Cette personne est- I 1 tousles Eats | [ cous. les £ cats designes jaur 1 1 les Scats-Unis d'Amcnquc r—t \ cs £ [ats indiques dans 
deposant pour : 1 1 designes \ | (es Ecats-Unis d'Amenque 1 1 sculcmcnt J j i c cadre supplcmencaire 



| I D'autres deposants ou inventcurs sont indiques sur unc autre reuille annexe. 



Formulaire PCT/RO/I0I ( feui lie annexe) (juil let 1998; reimprcssion juillet 1999) 



f*otr les notes relatives au formulaire de requite 



Cadre n' V DESIGNATION D' 



Feuille n° 



Les designations suivames sont faites conjbrmemcni a la regie 4.9.a) (cocher les cases appropriees: une au mains doit l itre) ■ 

"p^Brevet AKJPO : GH Ghana. CM Gambie, KE Kenya, LS Lesotho, MV/ Malawi, SD Soudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swaziland, UG Ouganda. ZW Zimbabwe et lout autre Etat qui est un Etat contractant du Protocole de Harare et du PCT 

Si EA Brevet eurasien : AM Anuenie, AZ Azerbaidjan, BY Belarus, KG SCirghizistan, KZ Kazakhstan, MD Republique de 
Moldova, RU Federation de Russie, TJ Tadjikistan, TM Turkmenistan et tout autre Etat qui est un Etat contractant de 
la Convention sur le brevet eurasien et du PCT 
3 EP Brevet europeen : AT Aucriche. BE 8elgique, CH et LI Suisse et Liechtenstein. CY Chypre. DE Allemagne, 
DK Daneraark, ES Espagne. FI Finlande, FR France, GB Royaume-Uni, GR Grece, IE.Irlande, IT Iialie, 
LU Luxembourg, MC Monaco, NL Pays-Bas, PT Ponugal, SE Suede et tout autre Etat qui est un Etat contractant de la 
Convention sur le brevet europeen et du PCT 
HI OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Republique csntrafricaine, CG Congo, CI Cdte d'lvoire, 
CM Cameroun, GA Gabon, GN Guinee, GW Guinee- Bissau, ML Mali, MR Mauritania NE Niger. SN Senegal, 
TD Tchad, TG Togo et tout autre Etat qui est un Etat membre de I'OAPI et un Etat contractant du PCT (si me autre forme 

de protection ou de traitemeni est souhaitee. lepreciseriw la ligne pointiilee) 

Brevet national fsi une autre forme tie protection ou de traitemeni est souhaitee. lepriciser sur la ligne pointiilee) 



J2 

m 

53 

SI 

a 
a 

£2 

m 
ra 
a- 
a 

JS) 

0 

a 
a 
a 
a 

Q 

a 

12 

C3 

0 
0 

C2 
0 

si 



Q 
13 
IS 
EI 
SI 
IS 
0 



AE Emirats arabes unis 

AL Albanic 

AiM Armenie 

AT Aucriche 

AU Austral ic 

AZ Azerbaidjan 

BA Bosnie-Herzegovine 

BB Barbade 

BG Buigarie 

BR Bresil 

BY Belarus KJ 

CA Canada S 
CH et LI Suisse et Liechtenstein 

CN Chine C3 

CU Cuba 53 

CZ Republique tcheque S 

DE Allemagne 0 

DK Danemark 21 

EE Estonie 59 

ES Espagne H 

FI Finlande S3 

GB Royaume-Uni 
GD Grenade 

GE Georgic 

GH Ghana 

GM Gambie 

HR Croatie 

HTJ Hongrie 

ED Indonesie 

Israel • • - 

Inde 

Islande 

Japon 

Kenya 



LR Liberia 

LS Lesotho 

LT Licuanic 
LU Luxembourg 
LV Lenonie 

MD Republique de Moldova 

MG Madagascar 

MK Ex-Republique yougoslave de Macedoine . 



21 

EI 
SI 



IL 
IN 
IS 
J? 
KE 

KG Kirghizistan 

KP Republique populaire democratique de Cores 



ca. 

EI 

s 
a 
s 

(El 



MN- Mongolie 

MW Malawi 

MX Mexique 

iNO Norvege 

NZ Nouvelle-Zelande .... 

PL Pologne 

PT Portugal 

RO Roumanie 

RU Federation de Russie . . 

SD Soudan 

SE Suede 

SG Singapour 

SI Slovenie 

SK Slovaquie 

SL Sierra Leone 

TJ Tadjikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turquie 

TT Trinite-et-Tobago 

UA Ukraine 

UG Ouganda 

US Etats-Unis d'Amerique , 



UZ 
VN 
YV 
ZA 



Ouzbekistan . . . 

Viet Nam 

Yougoslavie . . . 
Afrique du Sud 



ZW Zimbabwe 



KR Republique de Coree 



Cases reservces pour la designation d'Etats qui sont devenus 



Kazakhstan parties au PCT apres la publication de la presente feuille : 



KZ 

LC Sainte-Lucie 
LK Sri Lanka 



52 .CR. Costa . Rica 

{3 DM. Dominique g.TZ Tanzanie 



Declaration concernanf les designationide precaution: outre les designations faites ci-dessus, ledeposant fait aussi conformemeniala 
regie 4 9 b) toutes les designations qui seraient autorisees en vertu du PCT, a r exception de toute designation indiquee dans le cadre 
supplemental commc ciam exclue de la portee de certe declaration. Le deposant declare que ccs designations additionnef les sont faites 
sous reserve de confirmation et que toute designation qui n 'est pas confirmee avant 1' expiration d'un delai de 1 5 mots a compter de la date de 
priorite doit etre considered commc retiree par le deposant a I' expiration dc ce delai. (Tour confirms une designation, Hfaut deposer une 
declaration covenant la designation en question et payer ies taxes de designation ei de confirmation. La confirmation doit parvemr a I office 
recepteur dans le dele i del 5 mots.) — . 



Formulaire PCT/RO/101 (dcuxieme feuille) (juillet 1999) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 



Feuiile n* .5 , 



ddi c ,j u V L.MUICA 1 ll^fc PRJORJTE ^W^ 5 "=vendications dc pnoritc s"SnT 

' " -— ^ 1 ^■iQuee*; rfan« U /-^r* f ,.««u 


Dace dc depot j ~umero 
de la demande anterieure | de la demande anterieure 
(jo ur.'mo tss an nee J j 


Lorsque 


■ rr"-'>-"uufc. 

a demande anterieure est une : 


demande naMnnnl** * 

pays 


demande regionaJe :* demande Internationale - 
office regional office recepteur 


( " (21.09.1998) ! 

21 Septembre 1998 ; 98 11756 


FRANCE 


\ 

i 
j 



□ 



la presence demande Internationale, esc t 'office recepteur) indiquees ci-dessus au(x) point(s) 



— i..ui^ UfcW v-i-uc^iui ju^.\; poinns^ 



Cadre „• VU AD MINISTRATION CHARCEE DE LA RJECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de Padministration chargee de la recherche 
Internationale (ISA) /si piusieurs administrations 
chargees de la recherche Internationale sont comae tentes 
pour proceder a la recherche internationals ; indiquer 
I 'administration choisie; le code a deux leltr»s p»w 'tre 
utilise) : 

ISA/ EP 



Demande ^'utilisation des resultats d'une recherche anterieure; mention de 
^T e - re J # /* L ne recherche ^rieure a ete effeauee par I 'administration 
chargee de la recherche Internationale ou demandee a cette demiere) : 

Date (jour/mois/annee) Numero Pays (ou office regional) 



2 Juillet 1999 

Cadre n* VIII BORDEREAU; LaNGUE DE DEPOT 



FA 570791 



France 



La presente demande internationaJe conrient 
Ie nombre de feuilles suivant : 

requete ^ 

description (sauf partie reservee 

au listage des sequences) j_8 

revendications 1 

abrege ]_ 

dessins : 2 

partie de la description reservee 

au listage des sequences 4 



Nombre total de feuilles 31 



Le ou les elements coches ci-apres sont joints a la presente demande- internationaJe 
I. (29 feuiile de calcui des taxes 
□ pouvoir distinct signe" 

3. □ copie du pouvoir general; numero de reference, le cas echeant : 

4. □ explication de ['absence d'une signature 

5. □ document(s) de priorite indique(s) dans le cadre n° VI au(x) point(s) ; 

6. □ traduction de la demande internationaJe en (langue) : 

7. □ indications separees concernant des micro-organ ismes ou autre materiel 

oiologique deposes 

S. □ listtgedes sequences de nucleotides ou decides amines sous forme 
dechimablc par ordinareur 

9. EI autres elements fpreciser) : r^-i ^ ^ 

y / Copie du rapport de recherche 



Figure des dessins qui 
doit accompagner Tabrege : 



Langue de depot de la 
demande internationaJe 



Cadre n* DC SIGNATURE DU DEPOSANT OLf DU MANDATAIRE 



Frangais 



A ^ Ch0qUe Si?nalUrt ' ind,qU€r U n ° m du S '^ atatre *■ Sl ceia «'°PP"*'U pas ciairement a la lecture de la requite, a quel tttre I'interesse s< S ne. 

Paris, le septembre 1999 
KOCH 





Reserve a Toffice recepteur 



I. Date effective de reception des pieces supposees 
constiruer la demande internationaJe : 

3. Date effective de reception, rectified eri raison de la receotion ulte- 
neurc, mais dans les delais. de documents ou de dessins comDletant 
ce qui est suppose consumer la demande internationaJe : 



2. Dessins 
I I recus : 



4. Date de reception, dans les delais, des corrections 
demandees selon Particle 1 1.2) du PCT : 



5. Administration chargee de la recherche 

internationaJe (si piusieurs sont competences) : ISA / 



□ 



non recus 



□ Transmission de la copie de recherche differce 
jusqu au pajement de la taxe dc recherche. 



Date de reception de rexemplaire 
onginaJ par le Bureau international : 



Reserve" au Bureau international 



Formulaire PCT/RO/10! (derniere feuiile) (juillet 1998; reimpression Janvier 1999) Voir les 



notes relatives au formulaire de requete 



RAPPORT DE RECHER 

Renseignements reJati ix memb 



INTERNATIONALE 

(amiHes de brevets 



Der-^nd^^pFnationale No 

Pv.,/FR 99/02243 



Document brevet ate 
au rapport de recherche 




1 Date de 

1 publication 

J 


Membre(s) de la 
(amille de brevet(s) 


Date de 
publication 


JP 07059563 


A 


07-03-1995 


AUCUN 






US 5588254 


A 


31-12-1996 


JP 


1749151 


C 


08-04-1993 








JP 


4033408 


8 


03-06-1992 








JP 


63101302 


A 


06-05-1988 








JP 


1892990 


C 


26-12-1994 








JP 


6017282 


B 


09-03-1994 








JP 


63215606 


A 


08-09-1988 








CA 


1332880 


A 


08-11-1994 








CN 


1020842 


B 


26-05-1993 








DE 


3735365 


A 


21-04-1988 








FR 


2605185 


A 


22-04-1988 



JP 07215990 A 15-08-1995 AUCUN 



Fomurfaire PCT/ISA/210 (annexe families de brevets) (juttlet 1892) 



TRAfTE DET555PERATION EN MATIERE DE Sff^ETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



(article 1 8 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

BCT990058/GK 


POUR SUITE ^ to notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formuiaire PCT/1S A/220) et le cas echeant, le point 5 d-aprea 

A DONNER 


Demande irrtemattonate n° 

PCT/FR 99/02243 


Date du depot \nternationai(Jour/mois/ann4e) 

21/09/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
Qourfmois/ann6e) 

21/09/1998 


Deposant 

LABORATOIRES GOEMAR S.A. et al . 



Le present rapport de recherche Internationale, etabll par r administration chargee de la recherche Internationale, est transmls au 
deposant conformement a f article 18. Une cople en est transmlse au Bureau International. 



Ce rapport de recherche Internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne cfune cople de chaque document relattf a Fetat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a, En ce qui conceme la tangue, ta recherche Internationale a ete effectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laquelle etle a ete deposee, sauf Indication contralre donnee sous le meme point 

| | la recherche Internationale a et£ effectuee sur la base une traduction de la demande Internationale remise a radminlstration. 

b. En ce qui conceme les sequences de nucleotides ou d'acides amines drvulguees dans ta demande bite mation ale (le cas echeant) 
la recherche Internationale a ete effectuee sur la base du Ustage des sequences : 

| | contenu dans la demande Internationale, sous forme ecrite. 

| [ deposee avec la demande Internationale, sous forme dechrrfratte par ordlnateur. 

| | reml8 uttedeurement a radminlstration, sous forme ecrfte. 

| | remls ufterieurement a radminlstration, sous forme dechtffrabte par ordlnateur. 

| | La declaration, selon laquelle le Ustage des sequences present^ par ecrft et fouml uttedeurement ne vas pas au— deta de la 
divulgation facte dans la demande telle que deposee, a ete foumie. 

| | La declaration, selon laquelle les Informations enregtetrees sous forme dechrfrrable par ordlnateur sont Identlques a cedes 
du Ustage des sequences presente par ecnt, a ete foumie. 

2. II a 4t6 esttme' que certaines revendications ne pouvaient pas fairs I'objet cfune recherche (voir le cadre I). 

3. Q II y a absence tfunrte^ I'mverrbon (voir le cadre II). 
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